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（目的）これまで in vitroで評価することが困難であったヒト網膜神経節細胞(Retinal ganglion cell：RGCs)
を iPS細胞由来 3次元立体網膜組織から単離精製して維持培養することでその評価を行うことを目的とした。 
（方法）ヒト iPS 細胞（201B7 株）から既報に基づいて立体網膜組織への分化誘導を行った。作製した立体
網膜組織における RGCsの存在を典型的な RGCマーカー（ATOH7、BRN3B、ISL1、RBPMS、THY1）を
用いて RT-qPCR法で確認した。また、DD40、60、80、100、120（DD：分化誘導日数）の立体網膜組織で
抗 BRN3B 抗体及び抗 CRX 抗体にて免疫染色を行った。維持培養したヒト iPS 細胞由来立体網膜組織を
DD50-70、70-90、90-110の 3つの期間に分けて、Two-step immunopanning法を用いて RGCsの単離精製
を行い、Incucyte zoom🄬を使用して観察を行った。単離精製したRGCsに対してRT-qPCR法にて典型的RGC
マーカーの発現を確認した。細胞数及び神経伸長を比較するために t-検定及びボンフェローニ補正マン・ホイ
ットニーの U検定を用いて検定を行った。 
（結果）立体網膜組織は DD6で細胞凝集塊の外側に神経網膜層の出現を認め、徐々に神経線維層が袋状に突
出し、DD18 には層構造が顕著になった。作製した立体網膜組織で神経網膜の内側に RGCs マーカーである
BRN3B、神経網膜の外側に視細胞マーカーである CRX の発現を認めた。各々の時期で BRN3B の発現を比
較するとDD60で有意に発現が多く、またCRXの発現はDD100、120で有意に発現が多かった。また、DD60、
DD80、DD100 の網膜組織において RT-qPCR 法で典型的 RGCs マーカー、視細胞マーカー（CRX）及びグ
リア細胞マーカー（GS）のmRNA発現を認めた。さらに、Two-step immunopanning法で必要な THY1の
発現を DD40、50、60、80、100の網膜組織に対してWestern blottingで確認した。Incucyte zoom🄬で神経
伸長を観察したところ、DD90-110 群由来の RGCs は徐々に神経突起伸長を認め、測定開始 180 時間後から
は DD50-70群及び DD70-90群由来の RGCsと比べて有意に長い神経突起伸長を認めた。DD50-70群由来の
RGCsに関しては観察期間において有意に長い神経突起伸長を認めなかった。 
（結論）ヒト iPS 細胞由来 3 次元立体網膜組織から RGCs を単離精製して維持培養することで神経突起伸長
を評価することが出来た。このモデルは、薬剤スクリニーングや細胞移植モデルとして有用であると考えられ
た。 
